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ドポリガラクチュロナーゼ [poly(α 1ー，4-a-o-galacturonide)glycanohydrolase， EC 
3. 2. 1. 15)を，他のベクチγ質分解酵素，アラバナーゼおよびガラクタナーゼをほとん
ど含まないと考えられている酵母 Saccharomycesfragilisの培養ろ液を出発材料として
精製した.S. fragilisからは従来1種類のェγ ドボリガラクチュロナーゼしか単離され










スからなる液体培地 (pH5.0....5.2) 2 mlを含む試験管に接種して， 270Cで2日間静置














エンドポリガラクチュロナーゼ活性の測定 酵素液0.1m!. 1 %ベクチン酸 0.5m!，









蛋白質量の測定 Warburg and Christian (1942)の方法により 260nmおよび280nm
における吸光度を測定して算出した.
ディスク電気泳動 Reisfeld et al. (1962)の方法により，ポリアクリルアミドゲルを入




ゲル等電点電気泳動 Wrigley (1969)の方法により， carrier ampholyte (pH範囲
5... 8)を含む7.5%ポリアクリルアミドゲルを用いてゲル等電点電気泳動をおこなった.
すなわち，酵素を2本のゲルに加え， 80V， 40Cで12時間泳動した.その後.1本のゲルを
プロムフエノール0.2gをエタノール・水 ・酢酸 (50:45 : 5.v/v)混液 100m!に溶解
した染色用色素液に1時間漫潰して染色し，ついでエタノール ・水 ・酢酸 (30:65 : 5.
vjv)混液に漫潰して脱染色した.他の l本のゲル(未染色ゲル)では酵素査白質のパン
ドにあたる区分を 2mmの等間隔に切断し，純水 2m!を加えて磨砕，懸濁，抽出した
のち，酵素活性のある区分の pHを目立 ・堀場M-5形 pHメーターで測定した.
分子量の測定 酵素の分子量を 0.1%ドデシル硫酸ナトリウムを含むポリアクリルアミ
ドゲルを用いて Weberand Osborn (1969)のディスク電気泳動法により測定した.分
子量既知の標黄島蛋白質として牛血清アルプミ Y (mw 67.∞0)， キモトリプシノーゲンA





自動液体クロマトグラフにより分析した.すなわち，酵素と 1N塩酸を封管中 1000C，6 
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時間加熱したのち，分解液を4N水酸化ナトリウムで中和し，中和液を日本電子製強塩



































































ライト IRC-50を2本のカラム (4Ox50cm)につめ， 0.05M酢酸緩衝液 (pH5.0)で平





(b) CMーセフアデ・7クスC-50カラムクロマトグラフィー 酵素標品 No.2を，あら
かじめO.lM酢酸緩衝液 (pH5. 0)で平衡化した CM-セフアデックス C-50(5世x60cm)








































































































透析した培養ろ液(酵素標品 No.1) 60，∞o 64，500 38， 280 O. 54 1∞ 
アン."ー ライト IRC-50カラムクロマトグ
ラフィーによる分別(酵素標品 No.2) 10，000 2，553 25，お8 9.89 65.9 
CM-セファデックスC-50カラムクロマト
グラフィーによる分別(酵素標品 No.3) 1，000 178 22，283 141.0 58.2 
第1回調製用ディスク電気泳動による分別
画分 NO.1(酵素1) 50 47.8 6，938 145.0 18.1 
画分 No.3 20 38.8 5，440 140.0 14.2 
画分 No.5 10 13.7 1，856 135.0 4.8 
第2回調製用ディスク電気泳動による分別
酵素 I 2 3.2 416 130.0 1.0 
酵素 m 3 4.6 618 134.3 1.6 
調製用ディスク電気泳動により精製した.泳動装置として泳動カラム (2.8O x 10 cm)と上
下電極槽を用いた.各画分の濃縮液にスクロースを 20gj100 mlの割合で添加したのち，
濃縮用ゲルの上へ静かに加えた.電気泳動を下部の電極糟を(ー)極として 60mAの定























九百 四 I 
第4図 エンドポリガラクチュロナー ゼ1，
EおよびEのディスク電気泳動図
1 :酔素1， 70μg (負荷蛋白質量); 
I:酵素I.65μg; m:酵素m，





















含加え， 370Cで30分間反応させて活性を測定し，活性に及ぼす pHの影響を調べた. 3 
つの酵素の最適 pHはいずれも pH4.0-5.0にあった(第2表).
(e) 醇素の安定性に及{ますpHの影響 各種pHの緩衝液0.2ml (0.05M Mcllvaine 












1 :酵素I， 1印 μ.g(負荷蛋白質量);n: 
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最 適 pH 4. 0~5.0 4.0~5. 0 4.0~5.0 
pH安定性 3.5~6.0 3.5~6. 0 3.5~6.0 
最適温度 500C 500C 500C 
熱安定性 500Cまで 500Cまで 500Cまで
酸化ナトリウム緩衝液， pH9.0-10.0)と酵素液 0.1ml (各酵素の使用単位は第2表と同
じ)を試験管にとり.300Cで20時間保持したのち.0.2M酢酸緩衝液 (pH5.0) 0.2 ml 
および1%ベクチン酸0.5mlを加え.370Cで30分間反応、させて残存酵素活性を調べた
(第2表). 3つの酵素はいずれも pH3.5-6.0の範囲内で安定であった.
(f) 酵素活性に及ぼす温度の影響 1%ベクチン酸 0.5mlおよびO.lM酢酸緩衝液
(pH5.0) 0.4mlを試験管にとり， さらに酵素液 0.1ml (各酵素の使用単位は第2表と
同じ〉を加えて，各種の温度で30分間反応させて活性を測定し，酵素活性に及ぼす温度
の影響を調べた(第2表). 3つの酵素の最適温度は500C付近であった.
(g) 酵素の熱安定性 酵素液0.1ml(各酵素の使用単位は第2表と同じ〉およびO.1M 
酢酸緩衝液 (pH5.0) 0.4 mlを試験管にとり，各種の温度にそれぞれ15分間加温したの
ち. 1%ペクチン酸0.5mlを加え. 370Cで30分間反応させて残存酵素活性を調べた
(第2表). 3つの酵素はし、ずれも 500Cまで安定であったが. 700Cではいずれの酵素も
その活性をほとんど失った.
(h) ベクチン酸に対する作用型式 1%ベクチン酸0.5mlおよびO.lM酢酸緩衝液
(pH 5.0) 0.4mlを試験管にとり，酵素液0.1ml (酵素 I.0.25単位;酵素n.0.22単
位;酵素m.0.20単位〉を加えて(全量 1.0ml) 370Cで反応させた.経時的に反応液
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水 (5:2 : 3， vjv)を用いて上昇法で48時間3回繰り返し展開した. 風乾後，ろ紙上の
糖をアルカリ性硝酸銀浸潰法 (Welkerand Campbell 1963)により発色させて調べた
〈第8図). 3つの酵素はいずれもベクチン酸に無作為に作用してオリゴガラクチュロン
酸およびガラクチュロン酸を生成した.
( i ) 酵素活性に及1Iす阻害
~Jの影響 0.1 M酢酸緩衝液
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酸0.5ml，およびO.lM酢酸緩衝液 (pH5.0) 0.4 mlを試験管にとり，酵素液 0.1ml 































(m) 粘度およびグリコシド結合の分解 1%ベクチン酸 1mlおよびO.lM酢酸緩衝

























。 -ー・。 10 初 ~ 40 
加水分解率(，，)






























1.リポー ス. 2.マγ ノー ス. 3.アラピノー ス.













によって相違している.例えば Coniothyriumdiplodiella (Endo 1964)の培養ろ液から
得られた3つのェγ ドポリガラクチュロナーゼでは3，4および10%であり，Fusarium 




害作用を示すという説がある (Ruesinkand Thimann 1965). しかし Garibaldiand 
Bateman (1~71) によれば， Sclerotium rolfsiiのェγ ドポリガラクチュロナーゼは酸
性側の等電点 (pI5.2)をもつにもかかわらず，植物組織の細胞に対して致死作用を示し，
pI値と致死作用の聞には相関関係はないようである.Rhizoctonia fragariae (Cervone 
et al. 1977)の2つのエシドポリカ'ラクチュロナーゼは互いに相違した等電点 (pI6.76 
およば7.08)を有することが報告されている. 腐生菌である S.fragilisの3つの酵素
の等電点、は pH6. 10. 6. 10および5.80で，いずれも酸性側にあった.
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植物病原菌および腐生菌が生産する大部分のェγ ドボリガラクチュロナーゼには，植物
柔組織に対するマセレーション作用があることが知られている (Yamasakiet al. 1964， 
1967).しかし 2，3のベクチン質分解酵素には，植物組織の種類によってマセレーション














Saccharomyces fragilisの第養ろ液からアンバーライト IRC-50および CM-セファデ
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